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Verbesserte Mikrogele -and Filme 
Bes chreibung 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft verbesserte 
Mikrogele und daraus hergestellte Filme und Membra- 
nen sowie Verfahren zur Herstellung der Mikrogele, 
Filme und Membranen. Die erf indungsgemaflen Mikroge- 
le, Filme und Membranen sind dadurch gekennzeich- 

10 net, dass sie Bereiche, zum Beispiel gebildet durch 
kovalent gebundene funktionelle Gruppen oder Kavi- 
taten, zur molekulspezif ischen Erkennung tragen. 
Die exfindungsgemaJien Mikrogele, Filme und Membra- 
nen konnen fur chemo- oder/und biospezif ische Pro- 

15 zesse der Separation, Sensorik, Analytik, Katalyse, 
Stof fproduktion, Medizintechnik oder ahnlichem ein- 
gesetzt werden. 

Die Emulsionspolymerisation ist ein Spezialverf ah- 
ren der Polymerisation, bei dem wasserunlosliche 

20 Monomere mit Hilfe von Emulgatoren in Wasser emul- 
giert und unter Verwendung wasserloslicher Initia- 
toren, zum Beispiel Kaliumpersulf at , polymerisiert 
werden. Die bei der Emulsionspolymerisation anfal- 
lenden Polymerdispersionen, zum Beispiel Latex- 

25 Dispersionen, kdnnen fur eine Vielzahl von Anwen- 
dungen eingesetzt werden. Die US 4,521,317 und US 
4,021,364 zeigen Mdglichkeiten und Grenzen der E- 
mulsionspolymerisation auf . 



30 



Im Rahmen von Emulsionspolymerisationen konnen 
grundsatzlich zwei Typen von Emulsionen eingesetzt 
werden: die Ol-in-Wasser-Emulsion und die Wasser in 
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Ol-Emulsion, auch inverse Emulsion genannt. In bei- 
den Fallen wird ein im Reaktionsmedium unlosliches 
Monomer unter Ruhren mittels Emulgatorzugabe 
dispergiert und die Reaktion durch Zugabe eines 
5 Initiators gestartet. 

Die Emulsionspolymerisation lasst sich in drei Un- 
tertypen einteilen, deren Unterschiede hauptsach- 
lich in der GroBe der entstehenden Partikel beste- 
hen: die Makroemulsion : TeilchengroBe > 100 nm, die 
10 Mini emulsion: TeilchengroBe 5 - 500 nm und die Mik- 
roemulsion: TeilchengroBe 5-50 nm. 

Die Herstellung von Biomosaikpolymeren in Form von 
Membranen, Filmen oder Partikeln mittels Emulsions- 
polymerisation wird in der EP-A 430 517 beschrie- 

15 ben. Die Polymerisation erfolgt im Wesentlichen in 
Gegenwart einer oberf lachenaktiven Substanz (ioni- 
sches oder nicht ionisches Tensid) sowie einer bio- 
logisch aktiven Komponente (zum Beispiel Nuclein- 
sauren) , die irreversibel in den Polymergrundkdrper 

20 eingebaut beziehungsweise an dessen Oberflache ge- 
bunden wird. 

Ein Verfahren zur Herstellung biologisch aktiver 
polymerer Nanopartikel-Nucleinsaure-Konj ungate ist 
in der WO 98/17317 beschrieben. Weitere ' Druck- 
25 schriften, die den Stand der Technik sowie Moglich- 
keiten und Grenzen biof unktioneller Nanopartikel 
darstellen, sind die WO 96/20698 und die WO 
96/05810. 

Eine weitere MSglichkeit zur Synthese Oberflachen- 
30 modif izierter polymerer Nanopartikel stellt die E- 
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mulsionspolymerisation unter Einsatz von Surfmeren 
dar. Surf mere sind amphiphile Monomer e (Surfmer = 
Surfactant + Monomer) , die auf der Oberflache von 
Latexpartikeln einpolymerisiert werden konnen und 
5 diese stabilisieren . Reaktive Surfmere verfugen zu- 
s&tzlich uber f unktionalisierbare Endgruppen, die 
unter milden Bedingungen mit Nucleophilen, wie pri- 
maren Aminen (Aminosauren, Peptiden, Proteinen) , 
Thiolen oder Alkoholen umgesetzt werden konnen. Auf 

10 diese Weise ist eine Vielzahl biologisch aktiver 
polymerer Nanopartikel zugSnglich. Druckschrif ten, 
die den Stand der Technik sowie Moglichkeiten und 
Grenzen der Anwendung von Surfmeren wiedergeben, 
sind US 5,177,165, US 5,525,691, US 5,162,475, 

15 US 5,827,927, JP 10 018 092 und JP 4 018 929. Ar- 
beiten zur Synthese von Surfmeren mit reaktiven 
Endgruppen wurden unter anderem von Nagai et al . 
(Polymer 1996, 37(1), 1257-1266; Journal of Colloid 
and Interface Science 1995, 172, 63-70), Asua et 

20 al. (J. Applied Polym. Sci. 1997, 66, 1803-1820) 
und Guyot et al. (Curr. Opin. Colloid Interface 
Sci. 1996, 1(5), 580-586) verof f entlicht . Die Mog- 
lichkeit, funktionelle Surfmer-stabilisierte Lati- 
ces zur Herstellung koharenter Latexfilme einzuset- 

25 zen, ist in den Schriften von Asua ausfiihrlich dis- 
kutiert. Partikulare Filme dieser Latices wurden in 
der Literatur noch nicht beschrieben. 

Molekular gepragte Polymerfilme konnen gemaB der JP 
11315150 durch ein neuartiges Gieftverf ahren herge- 
30 stellt werden. Dabei wird eine Wclssrige Losung aus 
Templat-bindendem Polymer und Templat mit einer or- 
ganischen Polymerlosung gemischt,- auf ein Substrat 
gegossen und das Losungsmittel anschlieJiend ent- 
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ferrit. Durch Waschen kann das Templat aus dem Film 
herausgelost werden, so dass ein koharenter Poly- 
merfilm mit erkennenden Funktionen resultiert. 

Ein in-situ-Verf ahren zur Modif izierung von Mikro- 
5 titerplatten mit molekular gepragten Polymeren, 
welche in den einzelnen Wells der Mikrotiterplatte 
zu koharenten, transparenten und kontinuierlichen 
Filmen verfestigt werden, ist in der DE 198 32 598 
Al beschrieben. Diese Mikrotiterplatten kannen zur 
10 molekularen Erkennung nach dem ELISA-Verf ahren ein- 
gesetzt werden. Aufgrund des hohen Dif f usionswider- 
.standes innerhalb des Films werden hier nur die 
Funktionen an der Oberflache des Polymerf ilms aus- 
genutzt . 

15 Die Filmbildung von koharenten Filmen ist ein be- 
kannter Prozess, der ausfiihrlich von Keddie (Mat. 
Sci. Eng., 1997, 21(3) 101-170) beschrieben wird. 
Dabei werden drei Stufen zur Bildung eines koharen- 
ten Films aus einer wassrigen kolloidalen Dispersi- 

20 on von Polymerpartikeln beschrieben. Stufe 1: Ver- 
dunstung des Wassers und Ordnen der Partikel; Stufe 
2: Partikeldef ormation; Stufe 3: Interdif fusion von 
Polymeren liber Partikel-Partikelgrenzen hinweg. Da- 
bei erleidet der Latex folgende Umwandlungen : Kol- 

25 loidale Dispersion — > dichte Packung von Partikeln 
— > dicht gepackte Ansammlung von deformierten Par- 
tikeln -» kontinuierliches und undurchlassiges Ma- 
terial. Dieses Material ist wegen der UndurchlSs- 
sigkeit per se ungeeignet zur Durchfuhrung von kon- 

30 tinuierlichen Verfahren, zum Beispiel Filtration 
oder Osmose. 
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McDonald beschreibt in der WO 95/03878 die Darstel- 
lung von durchlassigen Verbundmaterialien aus un- 
terschiedlich modif izierten Latices ausschliefllich 
zur Groiientrennung und damit Reinigung von Fliissig- 
5 keiten in der Mikro- und Ultraf iltrationstechnik. 
Die so hergestellten Membranen sind rissfrei, sta- 
bil gegemiber Durchfluss von Flussigkeiten und Ga- 
sen sowie stabil gegeniiber Riickfluss (back flus- 
hing) . Funktionelle Gruppen in zusatzlich zugegebe- 

10 nen Monomeren, Surfactants, Oligomeren oder Polyme- 
ren - Glycidylmethylacrylat , Amid methylol, Methyl - 
me thacrylat , Glycidylme thylacryla t , Butylacrylat , 
Acryls^ure, Allylme thacrylat - werden ausschlieii- 
lich zur Stabilisierung des Verbundmaterials ver- 

15 wendet. Die Ausnutzung der Kavitaten zum stoffab- 
hangigen Transport oder Erkennungsprozessen in drei 
Dimensionen findet nicht statt und wird auch nicht 
als Moglichkeit erwahnt. 

Die Herstellung molekular gepragter Polymerteilchen 
20 via Suspensions- und Bulkpolymerisation ist bekannt 
und zum Beispiel in den US 5,821,311, US 5,872,198, 
US 5,959,050 und WO 98/07671 beschrieben. Als "Mo- 
lekulares Pragen" bezeichnet man eine Technik, die 
zur Darstellung von sehr hoch vernetzten Polymeren 
25 mit spezifischen molekularen Erkennungsf unktionen 
eingesetzt wird: Funktionelle Monomere werden in 
Gegenwart von Templatmolekulen, die durch Wechsel- 
wirkung mit dem Monomer eine Vorzugsausrichtung er- 
fahren, polymerisiert . Durch Extraktion der 
30 Templatmolekule erhalt man ein molekular gepragtes 
Polymer, welches das Templat oder dem Templat 
strukturverwandte Molekulspezies durch Wechselwir- 
kung mit den wahrend des Prageprozesses erzeugten 
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Hohlraumen wieder selektiv binden kann und daher 
zur molekialspezif ischen Erkennung geeignet ist. 

Die Suspensionspolymerisation ermdglicht die kon- 
trollierte Synthese einheitlicher , molekular ge- 
5 pr&gter Latexteilchen in einem Groflenbereich von 
2 pm - 100 pm. Aufgrund ihrer GroJie sind solche 
Mikropartikel fur medizinische in vivo Applikatio- 
nen ungeeignet (DE 19 810 965 Al) . 

Bulkpolymerisate miissen vor ihrem Einsatz zum Bei- 
10 spiel als Fullmaterialien in ChromatographiesSulen 
mechanisch zerkleinert werden. Prinzipiell sind so 
gewonnene kleine Partikel vollig unregelmafiig in 
ihrer Grdfle und Morphologie . Durch Zerkleinerung 
gewonnene kleine polymere Partikel kbnnen nur ver- 
15 lustreich durch Siebprozess in ihrer ' Grofce sortiert 
werden. Die Groiie der auf diese Weise gewonnenen 
Partikel liegt typischerweise im Grofienbereich von 
5 - 500 . jim. 

Hosoya et al. stellten erstmals ein spezielles 
20 mehrstuf iges Emulsionspolymerisationsverf ahren zur 
Herstellung gepragter, quervernetzter Polymerbeads 
(> 5,5 ]im) aus zum Beispiel Ethylendimethacrylat 
vor (J. High Resol. Chromatogr. 1999, 22 (5) 256 - 
260; J. Chromatogr. A 1996, 728, 139-147; Chemistry 
25 Letters 1997, 1997(6), 555-556). Als Templatmolekul 
verwendeten sie u.a. Anthracen. Die erhaltenen 
Beads wurden als Fullmaterial in der HPLC einge- 
setzt und die Retentionszeiten von Benzol, Naphta- 
lin und Anthracan untersucht. Fur die chroma- 
30 tographische Anwendung sind PartikelgroBen von min- 
destens 3 yun erf orderlich. 
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Eine Technik zur Oberf lachen-Templat-Polymerisation 
unter Einsatz von Mikroemulsionen wurde von Uezu et 
al. entwickelt (Chemtech 1999, 29(4), 12-18; Jour- 
nal of Chemical Engineering of Japan 1999 32 (3) , 
5 262-267; Journal of Applied Polymer Science 1999, 
73 (7), 1223-1230). Es wird zuerst eine w^ssrige 
Losung aus Templatmolekiil und Eiaulgator in einer 
organischen Losung aus Monomer und Templat- 
bindenden amphiphllen Surfactant emulgiert und an- 

10 schlieBend das Monomer durch Zugabe eines Initia- 
tors polymerisiert . Die Templat-bindenden Molekule 
lagern sich an der Grenzflache Wasser/0l an und er- 
fahren durch die Bindung zum Templat eine Ausrich- 
tung, die wahrend beziehungsweise nach der Polyme- 

15 risation erhalten bleibt. Durch Entfernung des L6- 
sungsmittels und der Templatmolektile erhalt man ein 
poroses Polymer mit molekular gepragter, spezifi- 
scher innerer Oberf lache. Bei der konventionellen 
Emulsionspolymerisation findet die Polymerisation 

20 innerhalb von micellaren Oltropfchen statt. Die 
Oberf lachen-Templat-Polymerisation stellt somit ein 
inverses Verfahren zu einer Emulsionspolymerisation 
dar. Der Bereich der ursprunglichen Mikroemulsionen 
bleibt von der Polymerbildung ausgespart und wird 

25 nach Ausfuhrung des Prozesses als Hohlraum abgebil- 
det. Polymere lassen sich nach Uezu et al . dadurch 
einfach und mit zahlreichen wasserloslichen 
Templatmolekulen und -atomen wie Aminosauren, Pro- 
teinen und Metallionen prSgen. Die Technik ist da- 

30 durch gekennzeichnet , dass die chemische Gruppen 
tragenden Molekule, die fur den Erkennungsprozess 
entscheidend sind, nicht kovalent mit dem Polymer 
verbunden sind. Nur in einem speziellen Fall be- 
richtet Uezu von der Moglichkeit, derartige Molekti- 
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le nachtraglich zum Prage- und Polymerisationspro- 
zess durch Strahlung kovalent am Polymer zu veran- 
kern. Der Einsatz Oberf lachen-Templat-gepragter Po- 
lymere zum Beispiel in Chromatographiesaulen erfor- 
5 dert eine mechanische Zerkleinerung des Materials 
auf die geeignete Korngrofle. Die Bildung elasti- 
scher und mechanisch stabiler Polymerfilme ist mit 
diesem Verfahren nicht moglich. 

Der Erfindung liegt also das technische Problem 
10 zugrunde, ein Verfahren zur Herstellung submikro- 
skopischer Polymerpartikel mit molekttlspezif isch 
erkennender Funktion und ein Verfahren zur Generie- 
rung von Filmen mit molektilspezif isch erkennender 
Funktion durch Verarbeitung submikroskopischer Po- 
15 lymerpartikel mit molekulspezif isch erkennender 
Funktion bereitzustellen, wobei die Funktion der 
Partikel an der Oberflache der Filme und/oder im 
Inneren der Filme erhalten bleibt. 

Die Erfindung 16st die ihr zugrunde liegende tech- 
20 nische Problems tellung durch die Bereitstellung mo- 
lekulspezif ische Erkennungsstellen aufweisender Na- 
nopartikel mit einem Durchmesser von 5 bis 1000 run, 
die erhaltlich sind durch 

Herstellen einer Emulsion, umfassend mindestens 
25 zwei nicht miteinander mischbare Phasen, enthaltend 

a) mindestens ein Monomer, 

b) mindestens ein Molekulspezif it&t verleihendes 
Agens f 

c) gegebenenf alls mindestens einen Initiator, 
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d) gegebenenf alls mindestens einen Vernetzer und 

e) mindestens einen Emulgator und 

Durchfuhren einer Emulsionspolymerisation. 

In besonders bevorzugter Weise kann vorgesehen 
5 sein, die Emulsionspolymerisation durch thermisches 
oder photocheirdsches Starten einzuleiten. In einer 
weiteren Ausf uhrungsf orm kann vorgesehen sein, der 
Emulsion vor Beginn der Polymerisation ein stabili- 
sierendes Mittel, zum Beispiel ein hydrophobes oder 
10 hydrophiles Agens, hinzuzugeben . 

Die Erfindung betrifft in einer besonders vorteil- 
haften Ausf uhrungsf orm die vorgenannten Nanoparti- 
kel, die erhaltlich sind durch 

a) Herstellen eines Monomer-haltigen Gemisches aus. 
15 mindestens einera Monomer, mindestens einem Mole- 

kulspezif itat verleihenden Agens, gegebenenf alls 
mindestens einem Initiator sowie gegebenenf alls 
mindestens einem Vernetzer, 

b) Herstellen einer Emulgator-haltigen Losung, 

20 c) gegebenenf alls Zugabe eines stabilisierenden 
Mittels, zum Beispiel eines hydrophilen oder 
hydrophoben Agens, zu dem Gemisch 'nach a) 
und/oder der LSsung nach b) und 



25 



d) 



Durchfuhren einer Emulsionspolymerisation durch 
Vereinigen der Emulgator-haltigen LSsung mit dem 
Monomer-haltigen Gemisch. 
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Die Erfindung sieht dabei in besonders vorteilhaf- 
ter Weise vor, dass das die Molekiilspezif itat ver- 
leihende Agens beispielsweise ein Templat sein 
kann, wobei das zur Herstellung des Monomer- 
5 haltigen Gemisches eingesetzte Monomer mindestens 
eine funktionelle Gruppe aufweist, die zur Interak- 
tion mit dem Templat befahigt ist. Nach Durchfuhren 
der Emulsionspolymerisation wird das Templat aus 
den gebildeten Nanopartikeln herausgewaschen, zum 
10 Beispiel herausgelost beziehungsweise extrahiert. 

Erf indungsgemafl kann jedoch auch vorgesehen sein, 
dass das die Molekulspezif itat verleihende Agens 
ein oberf lachenaktives polymerisierbares Monomer, 
auch als Surfmer bezeichnet, ist. Dieses oberf la- 

15 chenaktive polymerisierbare Monomer, insbesondere 
amphiphile Monomer, kann entweder selbst direkt mo- 
lekiilspezif ische Erkennungsstellen tragen oder aber 
nach Durchfuhrung mindestens einer, vorzugsweise 
milden, chemischen Reaktion molekulspezif ische Er- 

20 kennungsstellen aufweisen, die beispielsweise hin- 
zugefiigt oder demaskiert werden. Diese erfindungs- 
" gemafte chemische Reaktion kann sowohl vor als auch 
nach der Polymerisation erfolgen. 

Die erf indungsgemSBen Nanopartikel werden durch die 
25 erf indungsgemSflen Verfahren hergestellt, die gene- 
rell Verfahren der Emulsionspolymerisation zugeord- 
net werden konnen. Im Gegensatz zu herkommlichen 
Verfahren der Suspensionspolymerisation werden da- 
bei wesentlich kleinere Polymerpartikel erhalten. 

30 Bei der Suspensionspolymerisation werden polymeri- 
sierbare Monomere in wenige Mikrometer grofie Tropf- 
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chen in einera Dispersionsmittel verteilt und dann 
innerhalb dieser Tropfchen durch Zugabe von in den 
Monomertropf chen loslichen Initiatormolekiilen und 
Starten der Reaktion polymerisiert . Die Reaktion 
5 lauft dabei innerhalb der Tropfchen weitgehend so 
ab, wie bei einer Substanzpolymerisation (bulk po- 
lymerisation) . Man verwendet daher fur die Suspen- 
sionspolymerisation auch den Begriff der mikrobulk 
polymerisation. Das Verfahren der Suspensionspoly- 
10 merisation ist in Bezug auf minimal erreichbare Po- 
lymerpartikelgroflen eingeschrSnkt . Minimale Parti- 
kelgroften liegen bei wenigen Mikrometern. 

Ohne durch die Theorie beschr&nkt sein zu wollen, 
erscheint es, als wenn durch die erf indungsgemaiie 

15 Zusammensetzung der Emulsionen fur die Polymerisa- 
tion wesentlich kleinere Partikel erhalten werden, 
da die Polymerpartikel anders als in der Suspensi- 
onspolymerisation in den Monomertropf chen in den in 
wesentlich groBerer Zahl vorhandenen Emulgator-. 

20 stabilisierten Mizellen heranwachsen und dafur die 
Diffusion der Monomere aus Monomertropf chen in die 
Mizellen wahrend des Polymerisationsprozesses eine 
entscheidende Rolle einnimmt. 

Unter Emulgator wird im Zusammenhang mit der vor- 
25 liegenden Erfindung ein Mittel verstanden, welches 
eine Oberf lachenaktivitat entwickelt, indem es die 
Grenzflache zwischen den beiden nicht miteinander 
mischbaren Phasen stabilisiert . Der Emulgator kann 
vor Herstellen der Emulsion und Durchfuhrung der 
30 Polymerisationsreaktion zugegeben werden und nicht 
in die entstehenden Polymere eingebunden werden o- 
der kann eingebunden werden. Der Emulgator kann er- 
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f indungsgemafl selbstverstandlich auch erst wahrend 
der Durchfuhrung der Polymerisation gebildet wer- 
den, zum Beispiel durch ein neues Molekiil oder Ion 
gebildet aus dem Zerf allsprodukt des Initiatormole- 
5 kiils und 1 bis 100, vorzugsweise 1 bis 20 Monomer- 
einheiten . 

Im Fall der besonders bevorzugten Zugabe eines sta- 
bilisierenden Mittels zu der Emulsion, insbesondere 
bei einer Miniemulsionspolymerisation, scheint es, 
dass das stabilisierende Mittel die vor der Polyme- 
risation hergestellten Emulgator-stabilisierten Mi- 
zellen in ihrer Groftenverteilung stabilisiert, in- 
dem durch den Aufbau eines osmotischen Druckes in- 
folge der bevorzugten Loslichkeit des stabilisie- 
renden Mittels in den Mizellen der Prozess der Ost- 
wald-Reifung verhindert wird. Ohne Zugabe eines 
stabilisierenden Mittels scheint es, dass die er- 
f indungsgemafi besonders bevorzugten Mizellengrofien 
und daraus resultierenden Partikelgroften nicht sta- 
bil waren und durch den vor oder wahrend der Poly- 
merisation ablaufenden Prozess der Ostwald-Reif ung 
eine wesentlich uneinheitlichere Partikelgrofienver- 
teilung mit wesentlich weniger Partikeln in dem er- 
f indungsgemafi besonders bevorzugtem Grofienbereich 
entstehen wtirde. 

Als stabilisierende Mittel werden erf indungsgemafi 
im Falle der hydrophobe-Phase-in-hydrophile-Phase- 
Emulsionen, wie Ol-in-Wasser-Emulsionen, hydrophobe 
Agentien verwendet. Erf indungsgemafi werden im Falle 
30 der hydrophile-Phase-in-hydrophobe-Phase-Emul- 
sionen, wie Wasser-in-51-Emulsionen, hydrophile A- 
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gentien verwendet. Erf indungsgemafi kdnnen auch 
Template als stabilisierende Mittel wirken. 

Unter 01 wird im Zusammenhang mit der vorliegenden 
Erfindung ein Mittel verstanden, welches eine orga- 
nische Phase ist, die mit Wasser nicht oder nur zu 
einem geringen Teil, vorzugsweise zu weniger als 5 
Gew.-% bezogen auf die Gesamtmenge des hier als 01 
bezeichneten Mittels mischbar ist. Im Zusammenhang 
mit der vorliegenden Erfindung werden unter dem 
Begriff Wasser, reines Wasser ebenso wie wSssrige 
Losungen verstanden, die zum Beispiel Salze, Sau- 
ren, Basen, organische oder anorganische Verbindun- 
gen, Komplexe, tierische, pflanzliche, bakterielle 
Komponenten oder deren Bestandteile oder sonstige 
Inhaltsstof f e enthalten. Selbstverstandlich konnen 
die vorgenannten moglicherweise im Wasser enthal- 
tenden Komponenten auch in dem vorstehend definier- 
ten 01 vorhanden sein. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wer- 
den unter dem Begriff Nanopartikel kolloidale Poly- 
mere verstanden, die hier auch als Latexpartikel 
bezeichnet werden. Diese Nanopartikel konnen in ei- 
ner Ausf uhrungsf orm als quervernetzte Nanopartikel 
vorliegen, die im vorliegenden Zusammenhang auch 
als quervernetzte Latexpartikel oder auch als Mic- 
rogel bezeichnet werden. Oberf lachenaktive polyme- 
risierbare Monomere, das heifit Surf mere, enthalten- 
de Nanopartikel sind nicht quervernetzt . 

Die erf indungsgem&fi hergestellten Nanopartikel mit 
einem Durchmesser von 5 nm bis 1 jam, vorzugsweise 
von 10 nm bis 0,8 Jim, insbesondere von 20 nm bis 
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500 nm, liegen vorteilhaf terweise in Form von kol- 
loidalen Polymeren, also Latexpartikeln, insbeson- 
dere quervernetzten Latexpartikeln, also Microge- 
len, vor und ermSglichen in besonders vorteilhaf ter 
5 Weise die molekiilspezif ische Erkennung von Ziel- 
oder Targetmolekiilen, wie Proteinen, pharmazeuti- 
schen Wirkstoffen, sonstigen Wert- oder Schadstof- 
fen biotischen oder synthetischen Ursprungs, Bakte- 
rien, Viren, Viroiden, Prionen, Nucleinsauren, Ko- 
10 faktoren, Vitaminen, Aminosauren, Kohlenhydraten, 
niedermolekularen organischen Verbindungen, hoher- 
molekularen organischen Verbindungen und ahnlichem. 

Erf indungsgemali wird es ermoglicht, in einem Emul- 
sionspolymeri sat ions verf ahren, insbesondere einem 

15 Mini- oder Mikroemulsionspolymerisations verf ahren, 
in einem einstufigen Verfahren molekiilspezif ische 
Erkennungsstellen aufweisende polymere Nanopartikel 
in einem GroBenbereich von 5 bis 1000. nm zu synthe- 
tisieren. Erf indungsgemafi konnen die molekulspezi- 

20 fischen Erkennungsstellen durch Einpolymerisieren 
von Templaten wahrend der Emulsionspolymerisation 
und anschlieBendes Auawaschen oder durch Einpolyme- 
risieren von oberf lachenaktiven polymerisierbaren 
Monomeren hergestellt werden. Erf indungsgemSfl kann 

25 auch vorgesehen sein, die beiden vorgenannten Ver- 
fahren zur Einfiihrung molekiilspezif ischer Erken- 
nungsstellen zu kombinieren, das heiiit in das Mono- 
mer-haltige Gemisch Template und oberf lachenaktive 
polymerisierbare Monomere hinzuzugeben . Auf diese 

.30 Weise werden molekiilspezif ische Erkennungsstellen 
in den erf indungsgem&fcen Nanopartikeln sowohl durch 
die durch die herausgewaschenen Template gebildeten 
Kavit&ten als auch durch die eingebauten oberfla- 
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chenaktiven polymerisierbaren Monomeren bereitge- 
stellt . 

Erf indungsgemaJi werden durch die erf indungsgemafie 
Vorgehensweise diskrete Partikel in kolloidaler L6- 
5 sung erhalten, die uber einen langen Zeitraum, vor- 
zugsweise uber sechs Monate, stabil ist. Die erhal- 
tenen Polymere weisen eine partikulare Struktur 
auf. Diese partikulare Struktur ist weitgehend ho- 
mogen, was einen weiteren Vorteil darstellt. So 

10 werden die herkdmmlicherweise verwendeten Bulkpoly- 
merisate fiir Anwendungen zum Beispiel in der Chro- 
matographietechnik durch zeitauf wandige und kost- 
spielige Verfahren mechanisch zerkleinert. Prinzi- 
piell sind die so gewonnenen kleinen Partikel vol- 

15 lig unregelmafiig in ihrer Grofte und Morphologie. 
Der Einsatz von Siebprozessen fuhrt zu Verlusten. 
Die auf diese Weise gewonnenen Partikel weisen ty- 
pischerweise Groflen von 5 jam bis 500 iam auf. Die im 
Rahmen der konventionellen Suspensionspolymerisati- 

20 on gewonnenen molektilspezif ischen Erkennungsstellen 
aufweisenden Polymerteilchen weisen Groften von 2 
bis 10 0 pm auf. Erf indungsgemafi kann nun die Her- 
stellung von molekulare Erkennungsstellen aufwei- 
senden Partikeln im Grofcenbereich von 5 run bis 1000 

25 run realisiert werden. 

Die durch das erf indungsgemSiie Verfahren herstell- 
baren Partikel sind insbesondere dadurch gekenn- 
zeichnet, dass ihre Grofle wesentlich geringer ist 
als die der durch Suspensionspolymerisation her- 
30 stellbaren Partikel und die in ihrer Morphologie 
wesentlich einheitlicher sind, als alle durch her- 
kornmliche mechanische Verfahren herstellbaren Par- 



WO 02/02647 PCT/EP01/07525 

-16- 



tikel. Insbesondere werden die Grenzf lacheneigen- 
schaften der erf indungsgemaften Partikel durch den 
Herstellungsprozess steuerbar. Die erf indungsgema- 
fien Partikel sind in kolloidaler Form leicht zu 
5 verarbeiten und fiir viele Anwendungen einsetzbar. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wer- 
den unter molekulspezif ischen Erkennungsstellen Be- 
reiche des Nanopartikels verstanden, die eine spe- 
zifische Wechselwirkung zwischen dem Nanopartikel 

10 und Zielmolekiilen, wie Liganden, ermoglichen. Die 
Wechselwirkung kann auf gerichteter attraktiver 
Wechselwirkung zwischen einem Paar, vorzugsweise 
mindestens zwei Paaren, aus f unktionellen Gruppen 
des Nanopartikels und f unktionellen Gruppen der 

15 Zielmolekiile beruhen . Einzelne interagierende Paare 
f unktioneller Gruppen zwischen Nanopartikel und 
Zielmolekul sind jeweils r&umlich fixiert an dem 
Nanopartikel und dem Zielmolekul angeordnet. Diese 
Fixierung braucht keine starre Anordnung zu sein, 

20 sondern kann vielmehr durchaus flexibel ausgefiihrt 
sein. Die attraktive Wechselwirkung zwischen den 
funktionellen Gruppen der Nanopartikel und der 
Zielmolekiile kann in Form von nicht-kovalenten Bin- 
dungen wie van-der-Waals-Bindungen, Wasserstof fbru- 

25 cken-Bindungen, Tt-Tt-Bindungen, el ektros tat ischen 
Wechselwirkungen oder hydrophoben Wechselwirkungen 
ausgefiihrt sein. Denkbar sind auch reversible kova- 
lente Bindungen ebenso wie Mechanismen, die auf 
Komplementaritat der Gestalt oder Form beruhen. Die 

30 erf indungsgemafi vorgesehene Wechselwirkung zwischen 
den molekulspezif ischen Erkennungsstellen der Nano- 
partikel und dem Zielmolekul beruhen also auf ge- 
richteten Wechselwirkungen zwischen den Paaren aus 
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f unktionellen Gruppen und auf der raumlichen Anord- 
nung dieser die Paarbildung eingehenden Gruppen zu- 
einander an dem Nanopartikel sowie dem Zielmolekiil . 

GemaJi der vorliegenden Erfindung werden molekiilspe- 
5 zifische Erkennungsstellen durch molekulares Pra- 
gen f den Einbau oberf lachenaktiver polymerisierba- 
rer Monomere oder beides bereitgestellt , Unter mo- 
lekularem Pragen wird erf indungsgemafl die Polymeri- 
sation von Monoraeren in Gegenwart von Templaten 

10 verstanden, die mit dem Monomer einen w&hrend der 
Polymerisation relativ stabilen Komplex bilden kon- 
nen. Nach dem Auswaschen der Template konnen die so 
hergestellten Materialien Templatmolekule, den 
Templatmolekulen strukturverwandte Molekiilspezies 

15 . oder Molekttle, die den Templatmolekulen oder Teilen 
davon strukturverwandte oder identische Gruppen 
aufweisen, wieder spezifisch binden. Ein Templat 
ist daher eine in der Monomermischung wahrend der 
Polymerisation vorhandene Substanz, zu der das ge- 

20 bildete Polymer eine Affinitat aufweist. 

Erf indungsgemali kann jede Substanz mit definierter 
dreidimensionaler Gestalt oder Form als Templat fur 
die Modif izierung von Nanopartikeln dienen. Erfin- 
dungsgemaii k5nnen sowohl kleine Molekule mit Mole- 

25 kulmassen unter 100 Da als auch Partikel wie Viren, 
Bakterien, Zellen oder Zellorganellen als Templat 
dienen. Erf indungsgemSfl kGnnen auch organische Ver- 
bindungen wie Aminosauren, zum Beispiel Tryptophan 
oder Phenylalanine AminosSurederivate wie Bocphe- 

30 nylanalinanilid, Tryphtophanmethylester , Proteine , 
Lipide, Kohlenhydrate, Nucleinsauren, Kofaktoren, 
Farbstoffe, Vitamine, Antikorper, Glycoproteine, 
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Proteoglycane, Lektine, Monosaccharide, Disacchari- 
de, Polysaccharide, Giycosaccharide oder heterozyk- 
lische Verbindungen als Templat verwendet werden. 

Das Herauslosen des Templats nach dem Emulsionspo- 
5 lymerisationsvo.rgang kann beispielsweise durch Ver- 
wenden einer SalzlSsung mit einer zur Dissoziation 
ausreichenden IonenstSrke geschehen. Selbstver- 
standlich ist es auch m6glich, Sauren einzusetzen, 
die die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen 
10 Templat und Polymerisat storen. Beim Herauslosen 
werden in den Poren und/oder an der Oberflache der 
Nanopartikel die zur Templatstruktur komplementaren 
Bindungsstellen f reigesetzt . 

Die Erfindung betrifft allerdings nicht nur Nano- 
15 partikel mit herausgelSsten Templaten, sondern auch 
Nanopartikel, in denen oder an denen nicht heraus- 
geloste Template noch, zumindest teilweise, gebun- 
den sind. 

Die Erfindung betrifft auch Nanopartikel, in die 
20 durch den Einbau oberf lachenaktiver polymerisierba- 
rer Monomere in Kombination mit molekularem Pragen 
oder ohne molekulares Pr&gen molektilspezif ische Er- 
kennungsstellen eingebracht wurden. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wer- 
25 den unter oberf lachenaktiven polymerisierbaren Mo- 
nomere, also Surfmeren, amphiphile Monomere ver- 
standen, die Vinyl-Monomere, zum Beispiel Methac- 
ryl-, Acryl-, Acrylamid-, Methacrylamid-, Maleini- 
mid-, Citraconimid-, Itaconimid-, Styrol- oder Sty- 
30 rolsulf on-Monomere, mit hydrophoben Segmenten, zum 
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Beispiel Methylen-, Ethylenoxid- oder Butylenoxid- 
Segmenten, und hydrophilen reaktiven Endgruppen wie 
Ether-, Ester-, Sulf onium-aktivierte Ester-, Sul- 
fat-, Pyridinium, Halogenalkylammonium- oder Succi- 
5 nimidester-Gruppen, sein konnen . Beispiele dafiir 
sind Vinylalkyloyloxyphenyldimethylsulf oniumsalz, 
Alkylpyridiniumbromidmaleins&urediester , Bromalky- 
lammoniummethacrylat, co-Acrylamido-alkanoyloxyphe- 
nyldimethylsulf onium methylsulf at und Natrium- 
10 . methacryloylalkylsulf at sowie Derivate dieser Ver- 
bindungen . 

Die oberf lachenaktiven polymerisierbaren Monomere 
weisen in einer Ausf tihrungsf orm selbst raolekulspe- 
zifische Erkennungsstellen auf, die Zielmolekiile 

15 erkennen und binden konnen. Selbstverst£ndlich ist 
es auch moglich, dass die oberf lachenaktiven poly- 
merisierbaren Monomere nach Einpolymerisation erst 
durch eine nachfolgende sanfte chemische Reaktion 
mit molekiilspezif ischen Erkennungsstellen belegt 

20 werden. Dies kann durch Hinzufiigen entsprechender 
Erkennungsstellen oder aber durch Demaskieren oder 
sonstiges Modifizieren geschehen. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden -Erfindung wer- 
den unter Zielmolekiilen samtliche Molekule, Teile 
25 davon oder diese Molekule tragenden Einheiten wie 
Zellen, Bakterien, Viren etc. verstanden, die von 
molekiilspezif ischen Erkennungsstellen erkannt und 
gebunden werden konnen. Beispiele fur solche Ziel- 
molekiile sind die vorgenannten Template. 

30 Die Erfindung sieht vor, dass zur Herstellung eines 
Monomer-haltigen Gemisches mindestens ein Monomer 
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mit mindestens einem Molekiilspezif itat verleihenden 
Agens, also einem Templat und/oder einem oberfla- 
chenaktiven polymerisierbaren Monomer vermischt 
wird. Erf indungsgemali kann. vorgesehen sein, dass 
5 das vorgenannte Monomer gleichzeitig auch das ober- 
f lachenaktive polymerisierbare Monomer darstellt. 
Es kann aber auch sein, dass verschiedene Monomere 
in dem Monomer-haltigen Gemisch vorliegen und dem- 
gem&fi eine Copolymerisation durchgefuhrt wird. 

10 Erf indungsgemafl kann das Monomer ein hydrophiles 
Monomer sein. Monomere mit hydrophilem Charakter 
werden in einer konventionell durchgef uhrten Ol-in- 
Wasser-Emulsionspolymerisation nicht oder nur in 
sehr geringer Rate in die gebildeten Polymere ein- 

15 gebaut, da das Polymerwachstum in der Olphase 
stattfindet, hydrophile Monomere aber mit groflem 
Verteilungsuberschuss in der Wasserphase gelost 
sind. Oberraschenderweise konnte durch die erfin- 
dungsgemaiie Verf ahrensweise ein Verfahren bereitge- 

20 stellt werden , gemSii dem sowohl hydrophobe ais auch 
hydrophile Monomere in das hergestellte Polymer 
durch Copolymerisation eingebunden werden, 

Ohne durch die Theorie beschrSnkt sein zu wollen, 
erscheint es, als wenn durch die erf indungsgemafi 

25 besonders bevorzugte Zugabe eines stabilisierenden 
Mittels im Rahmen des erf indungsgemaBen Emulsions- 
polymerisationsverf ahrens die Diffusion von 
hydrophilen Monomeren durch die wassrige Phase so 
eingeschrankt oder verhindert wird, dass eine er- 

30 folgreiche Polymerisation in der Olphase stattfin- 
den kann. Erf indungsgemaJS konnen also sowohl hydro- 
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phobe als auch hydrophile Monomere in die Nanopar- 
tikel eingebaut werden. 

Erf indungsgemaft kann der eingesetzte Vernetzer ein 
hydrophober oder ein hydrophiler Vernetzer sein. 
5 Vernetzer konnen zum Beispiel Acrylatderivate wie 
Ethylenglycoldimethacrylat (EGDMA) , N, N f - 

Methylenbisacrylamid, Trimethylolpropantrimethacry- 
lat oder Bisphenol A® oder Styrolderivate wie Divi- 
nylbenzol oder Diallylweinsaurediamid sein. 

10 Ebenso kann der Initiator 61- oder wasserloslich 
sein, Beispiele fur geeignete Initiatoren sind Azo- 
derivate, wie a, a 1 -Azoisobutyronitril, 2,2'- 
Azobis (2-methylbutyronitril) , 1,1' -Azodi (hexahydro- 
benzonitrid) , oder Peroxide wie Bis(cc-a- 

15 dimethylbenzyl) peroxid oder Kaliumperoxodisulf at . 

Als Monomer konnen acrylische Monomere, zum Bei- 
spiel Methacrylsaure, Acrylsaure, Acrylamid oder 
Methylmethacrylat, oder vinylische Monomere, zum 
Beispiel Vinylpyrrolidon, Vinylpyridin, Ethylsty- 
20 rol, Vinylimidazol oder Itaconsaure verwendet wer- 
den. 

Als Emulgator konnen ionische Emulgatoren, zum Bei- 
spiel Natriumdodecylsulf at oder Hexadecylsulf ons^u- 
re, kationische Emulgatoren, zum Beispiel Hexade- 

25 cyltrimethylammoniumbromid oder Dodecylpyridini- 
umchlorid, oder nichtionische Emulgatoren, zum Bei- 
spiel die Brij-Reihe f insbesondere Brij 72®, die 
Span-Reihe, insbesondere Span 20® oder Span 80, o- 
der die Tween-Reihe, insbesondere Tween 8 0® verwen- 

30 det werden. Der Emulgator wird vorzugsweise in Was- 
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ser beziehungsweise Cyclohexan im Falle der inver- 
sen Emulsion gelost. Als Emulgator kann auch das 
Molekttlspezif itat verleihende Agens, insbesondere 
das oberf lachenaktive polymerisierbare Monomer 
5 oder/und das Templat, verwendet werden. 

Bezogen auf die Monomere setzt sich das Reaktions- 
gemisch bevorzugt wie folgt zusainnien: 

— Molares Verhaltnis Vernetzer zu Monomer: 1:2 bis 
1:4, falls Vernetzer vorhanden. 

10 — Molares Verhaltnis Monomer zu oberf lachenaktivem 
Monomer: 1:5 bis 10:1, falls letzteres vorhanden. 

— Molares Verhaltnis Monomer zu Templat: 1:4 bis 
1:10, falls letzteres vorhanden. 

— 1 bis 5 Mol% stabilisierendes Mittel, falls vor- 
15 handen. 

— 0,5 bis 2 Mol% Initiator, falls vorhanden. 

— 0,2 bis 50 Mol% Emulgator. 

Die erf indungsgemalien Nanopartikel werden vorzugs- 
weise in Form einer kolloidalen Dispersion, also 
20 von Latices, insbesondere quervernetzten Latices, 
also Mikrogele, erhalten. 

Die erf indungsgemaften Nanopartikel konnen auch in 
Form von Mikrogelen erhalten werden. Im Zusammen- 
hang mit der vorliegenden Erfindung werden unter 
25 Mikrogelen durch den erf indungsgemafi bevorzugt vor- 
gesehenen Einsatz von Vernetzern hergestellte quer- 
vernetzte Latices verstanden. 
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Die Erfindung betrifft auch Verfahren zur Herstel- 
lung molekiilspezif ische Erkennungsstellen aufwei- 
sender Nanopartikel , insbesondere der vorgenannten 
Art, mit einem Durchmesser von 5 bis 1000 nm, wobei 
eine mindestens zwei nicht miteinander mischbare 
Phasen r zura Beispiel eine hydrophile und eine hyd- 
rophobe Phase, umf assende Emulsion hergestellt 
wird, die 

a) mindestens ein Monomer, 

b) mindestens ein Molekiilspezif it&t verleihendes 
Agens, 

c) in bevorzugter Ausf uhrungsf orm mindestens einen 
Initiator, 

d) in bevorzugter Ausf uhrungsf orm mindestens einen 
Vernetzer und 

e) mindestens einen Emulgator aufweist 

und anschliefiend eine Emulsionspolymerisation 
durchgefuhrt wird, die in besonders bevorzugter 
Ausf uhrungsf orm durch thermisches oder photochemi- 
sches Starten initiiert wird. 

Erf indungsgemafi kann in besonders bevorzugter Aus- 
ftihrungsform vorgesehen sein, der Emulsion, insbe- 
sondere zur Durchfiihrung einer Miniemulsion, ein 
stabilisierendes Mittel, zum Beispiel ein hydrophi- 
les oder hydrophobes Agens, zum Beispiel Hexadecan, 
hinzuzugeben . 

Die Erfindung betrifft in bevorzugter Ausftihrung 
auch vorgenannte Verfahren zur Herstellung molekiil- 



WO 02/02647 PCT/EP01/07525 

-24- 



spezifische Erkennungsstellen auf weisender Nanopar- 
tikel, insbesondere der vorgenannten Art, mit einem 
Durchmesser " von 5 bis 1000 run, wobei ein Monomer- 
haltiges Geraisch aus mindestens einem Monomer, min- 
5 destens einem Molekiilspezif itat verleihenden Agens, 
gegebenenf alls mindestens einem Initiator und gege- 
benenfalls mindestens einem Vernetzer sowie eine 
Emulgator-haltige LSsung hergestellt werden, wobei 
das Monomer-haltige Gemisch und/oder die Emulgator- 

10 haltige Losung mit einem stabilisierenden Mittel, 
zum Beispiel Hexadecan versetzt und wobei eine 
Emulsionspolymerisation durch Vereinigen der Emul- 
gator-haltigen Losung mit dem Monomer-haltigen Ge- 
misch und anschlieliendem thermischen oder photoini- 

15 tiierten Starten der Reaktion durchgefuhrt und eine 
die Nanopartikel enthaltende Suspension erhalten 
wird, welches anschliefiend gegebenenf alls durch zum 
Beispiel Filtration, insbesondere Diaf iltration, so 
aufgereinigt werden kann, dass molekiilspezif ische 

20 Erkennungsstellen aufweisende Latices erhalten wer- 
den. Selbstverstandlich ist es moglich, das stabi- 
lisierende Mittel nicht nur nach Herstellen des Mo- 
nomer-haltigen Gemisches und/oder der Emulgator- 
haltigen Losung hinzuzugeben, sondern auch bereits 

25 wahrend der Herstellung. 

Die Erfindung sieht also vor, dass eine bestimmte 
Menge an Emulgator in einer entsprechenden Menge 
Losungsmittel, vorzugsweise Wasser oder Cyclohexan, 
gelost wird. In einem getrennten Behaltnis werden- 
30 die Monomere mit einem Templat und/oder einem ober- 
f lSchenaktiven polymerisierbaren Monomer sowie ei- 
nem stabilisierenden Mittel und dem Initiator sowie 
gegebenenf alls dem Vernetzer gemischt. Beide L6sun- 
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gen werden vereinigt, griindlich gertihrt und gegebe- 
nenfalls mit einem Sonifier, der mit einer Sonotro- 
de, vorzugsweise Mikrosonotrode, ausgestattet ist, 
beschallt . 

5 Anschliefiend wird wahlweise thermisch oder photo- 
chemisch polymerisiert. Bei der thermischen Polyme- 
risation wird die Temperatur auf 60 bis 100 °C, ins- 
besondere 80°C erhoht . Dieser Polymerisations- 
schritt kann beispielsweise 10 bis 20, insbesondere 

10 aber 16 Stunden, andauern. Anschliefiend wird die 
Temperatur erhoht, zum Beispiel urn 5 bis 30 °C, ins- 
besondere urn 10 °C auf 90 °C, und danach die Reaktion 
beendet. Bei der photoinitiierten Polymerisation 
wird das Reaktionsgef afi in einem Eisbad gekuhlt, 

15 mit einer Standard UV-Lampe bestrahlt, vorzugsweise 
bei 366 nm, und 10 bis 20 Stunden, insbesondere a- 
ber 16 Stunden, polymerisiert und anschlieftend die 
Reaktion abgebrochen . 

Eine Aufreinigung kann zum Beispiel iiber Ultrafilt- 
20 ration, Dialyse, Ausfallen der Mikrogele bezie- 
hungsweise Latices oder Ionenaustauscher erfolgen. 

Die Erfindung betrifft in einer bevorzugten Ausfuh- 
rungsform eine Emulsionspolymerisation, die als 
hydrophobe- Phase-in-hydrophile-Phase-Emulsionspoly- 

25 merisation, wie eine 01-in-Wasser-Emulsionspoly- 
merisation, ausgefiihrt wird. Die Erfindung betrifft 
selbstverstandlich jedoch auch eine hydrophile- 
Phase-in-hydrophobe-Phase-Emulsionspolymerisation, 
wie Wasser-in-01-Emulsionspolymerisation, also eine 

30 inverse Emulsionspolymerisation. 
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In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf onn ist 
die Durchfuhrung einer Saatpolymerisation zu vor- 
zugsweise Kern-Schale-Latices vorgesehen, wobei das 
Templat und/oder das oberf lachenaktive polymeri- 
5 sierbare Monomer sowohl in der Saat beziehungsweise 
im Kern als auch in der Schale eingebaut sein kon- 
nen. Die Zugabe der einzelnen Komponenten, insbe- 
sondere der Monomere, erfolgt in bevorzugter Weise 
kontinuierlich . Im Zusammenhang mit der vorliegen- 
10 den Erfindung werden Saatlatices mit Teilchengrofien 
von 5 bis 1000 nm und Kern-Schale-Latices mit Teil- 
chengroften von 50 bis 1000 nm erhalten. 

In einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm ist 
vorgesehen, eine Mikro- Oder Miniemulsionspolymeri- 

15 sation durchzuf iihren . Im Zusammenhang mit der vor- 
liegenden Erfindung wird unter einer Miniemulsions- 
polymerisation eine Polymerisation verstanden, ge- 
mafi der TeilchengroJien von 20 bis 500 nm erhalten 
werden. Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfin- 

20 dung wird unter einer Mikroemulsionspolymerisation 
eine Polymerisation verstanden, gemafl der Teilchen 
von 5 bis 50 nm erhalten werden. 

Wie bereits erl^utert, sieht die Erfindung in einer 
Ausf uhrungsf orm vor, dass das eingebaute Templat 
25 nach der Emulsionspolymerisation aus den gebildeten 
Nanopartikeln herausgelost wird. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm wird 
die Emulsionspolymerisation thermisch gestartet, 
insbesondere bei Temperaturen von 60 bis 100°C, 
30 insbesondere 70 bis 90°C, vorzugsweise 80°C. Vor- 
zugsweise kann vorgesehen sein, die Temperatur stu- 
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fenweise zu erhOhen. Die so hergestellten Nanopar- 
tikel sind aufgrund ihrer geringen Grofie in beson- 
ders vorteilhaf ter Weise fur diagnostische und the- 
rapeutische, zum Beispiel auch in vivo, Anwendungen 
geeignet, zum Beispiel, urn raittels ihrer Mole- 
kulspezif itat Zielstrukturen einbringen, neutrali- 
sieren, abfangen, detektieren oder zerstoren zu 
konnen . 

Daruber hinaus konnen die erf indungsgemafien Nano- 
partikel katalytische Funktionen ausiiben. Dies kann 
auch in in vivo -Anwendungen ausgenutzt werden . 

Die so hergestellten Nanopartikel sind in kolloida- 
ler Form leicht zu verarbeiten und fur viele Anwen- 
dungen einsetzbar. So lassen sich durch Filtration 
partikuiare Nanoschichten, die ein- oder mehr- 
schichtig sein konnen, herstellen. Diese Nano- 
schichten konnen aufgrund der starken Quervernet- 
zung der in ihnen enthaltenen molekular gepragten 
Polymerteilchen rnit einer Grofte von 5 bis 1000 run 
zu partikularen Filmen verfestigt werden, Diese 
Filme oder Mernbranen weisen also eine partikul^re 
Grundstruktur insofern auf, als dass die sie bil- 
denden Nanopartikel in ihnen im Wesentlichen in ih- 
rer urspriinglichen Grdfte erhalten bleiben. Im Ge- 
gensatz zur Bildung kontinuierlicher Filme hat die- 
se erf indungsgemafie Vorgehensweise den Vorteil, 
dass die spezifische Erkennung von Molekiilen nicht 
nur an der Oberflache des Polymerfilms ablauft, 
sondern auch die interpartikul&ren Zwischenraume im 
Film dazu ausgenutzt werden kSnnen. Erf indungsgemaJi 
konnte die spezifische Erkennung von Molekiilen in- 
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nerhalb eines Polymer films daher erstmals von zwei 
auf drei Dimensionen ausgedehnt werden. 

Die Erfindung betrifft daher auch Verfahren zur 
Herstellung eines Films oder einer Membran nach ei- 
5 nem der vorhergehenden Verfahren, wobei mindestens 
ein Latex der vorgenannten Art mindestens einem 
Filtrationsschritt sowie einer vorzugsweise durch- 
gefilhrten Trocknung ausgesetzt und ein partikulSrer 
ein- oder mehrschichtiger Film oder Membran erhal- 

10' ten wird. In den so erhaltenen Filmen oder Membra- 
nen liegen interpartikuiare Zwischenraume vor, de- 
nen groiie Bedeutung insofern zukommt, als dass sie 
als Oberflachen mit molekiilspezif isch erkennender 
Funktion im Film die Trennleistung der Membran ent- 

15 scheidend verbessern . Ein zu trennendes Stoffge- 
misch wird nicht nur ausschliefilich aufgrund der 
Gr5fie der Stoffe, sondern zusatzlich aufgrund sei- 
ner stofflichen Beschaf f enheit durch die molektil- 
spezifische Erkennung an der Partikeloberf ISche und 

20 innerhalb des Partikels aufgetragen. Derartig her- 
gestellte funktionelle polymere Kompositmembranen 
oder -filme konnen zum Beispiel in der Sensortech- 
nik, in der Biomedizintechnik oder allgemein in der 
Separationstechnik, wie Filtra.tion oder Osmose, An- 

25 wendung finden, insbesondere in der Flussigchroma- 
tographie der kap-illaren Elektrochromatographie o- 
der der Festphasenextraktion . 

Die Erfindung betrifft insbesondere die vorgenann- 
ten Filme oder Membrane, die eine Dicke von 10 nm 
30 bis 1000 pm, insbesondere 10 nm bis 500 pm aufwei- 
sen. 
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In einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm sind 
die Filme oder Membrane auf einem Substrat aufge- 
bracht, welches zum Beispiel eine Sensoroberf lache, 
ein Stent, eine Filtermembran, ein Hohlf asermodul, 

•5 ein Metall, ein Halbmetall wie Silizium, ein Me- 
talloxid, Glas, Papier, ein Kunststoff wie Polyes- 
ter, Polyarylsulfon, Polyethersulf on, Polyphenyl- 
sulfon, Polyvinylsulfon, Polystyrol, Polycarbonat , 
Polyethylen, Polypropylen, Polyacetylen, Polyvinyl- 

10 piridin und Derivate, Polyvinylidenf luorid, Polyvi- 
nyl chlorid, Polyvinylpyrolidon, Polytetraf luorethy- 
len und Derivate, Nylon, Polyphenyloxid, verfloch- 
tene und verfilzte Fasern, mikroporose Keramiken, 
Graphit, rostfreier Stahl, eine Membran, ein Fil- 

15 ter, eine Folie oder ahnliches ist. 

Die Erfindung betrifft auch einen vorgenannten Film 
oder Membran, wobei der Film oder die Membran me- 
chanisch stabil und/oder permeabel und/oder regene- 
rierbar ist. Im Zusammenhang mit der vorliegenden 

20 Erfindung wird unter regenerierbar die Eigenschaft 
eines Films, Membran oder auch eines Nanopartikels 
der Erfindung verstanden, gemaft der die molekularen 
Erkennungsstellen Zielmolekiile erkennen, binden und 
die Zielmolekiile auch wieder so abgelost werden 

25 konnen, dass neue Zielmolekiile erkannt und gebunden 
werden konnen. Die Erfindung betrifft daher Filme, 
Membranen oder Nanopartikel, die sowohl reversibel 
als auch irreversibel mit ihren molekularen Erken- 
nungsstellen Zielmolekiile binden. 

30 Die Erfindung betrifft daher auch Verfahren zur 
Herstellung eines getrSgerten erf indungsgemaiien 
Films oder Membran. In vorteilhaf ter Weise wird der 
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Trager vor der Beschichtung mit dem Film oder der 
Membran vorbehandelt . 

Die Figuren zeigen: 

Figur 1 zeigt die Topographie einer gemaii Bei- 
5 spiel 5 mit Mikrogel beschichteten Filte- 

rationsmembran/Kompositmembran . 

Figur 2 zeigt eine REM-Auf nahme (Rasterelektro- 
nenmikroskopie ) eingetrockneter Partikel 
eines erf indungsgemalien Mikrogels. 

10 Figur 3 zeigt die Ergebnisse mehrerer UV- 
spektrokopischer Untersuchungen • 

Figur 4 zeigt Isothermen der Titration von L-BFA 
gepragtem und ungepragtem Mikrogel auf D- 
BFA und L-BFA. 

15 Figur 5 zeigt ^-NMR-Spektren von reinem L-BFA, 
L-BFA gepragtem Mikrogel und Mikrogel 
nach Templatextraktion. 

Figur 6 zeigt ein Massenspektrum der MALDI-TOF- 
MS-Messung von Latexpartikeln, an deren 
20 Oberfiache Streptavidin gebunden ist. 

Ausf iihrungsbeispiel 1 

72 mg des Emulgators SDS werden in 50 g Wasser un- 
ter Ruhren gelost. In einem zweiten Behalter werden 
5,0 g Vernetzer (EGDMA) und 1,0 g Monomer (MAA) ge- 
25 mischt und 4 92 mg des Templats (Boc- 
Phenylalaninanilid, BFA) sowie 120 mg des Initia- 
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tors (2, 2 1 -Azobis- (2-methylbutyronitril) ) und 250 
ing Hexadecan darin gelost. Die beiden Losungen wer- 
den vereinigt und eine Stunde lang auf hochster 
Stufe des MagnetrtAhrers gertihrt . Anschliefiend wird 
5 die Emulsion zwei Minuten bei 50% Amplitude in ei- 
ner Sonif ier-Vorrichtung beschallt. Die Emulsion 
wird hierbei in ein Eisbad gestellt. Sofort im An- 
schluss wird 16 h bei 80°C polymerisiert . Gegen En- 
de der Reaktion wird die Olbadtemperatur fur eine 
10 Stunde auf 90°C erhoht, um einen moglichst hohen 
Umsatz zu gewShrleisten . 

Nach Beendigung der Reaktion wird das gebildete Ko- 
agulat durch Filtration abgetrennt und der Fest- 
stoffgehalt der Probe bestimmt. Die TeilchengroBe 
15 wird mittels einer Zetasizer 3000HS-Vorrichtung der 
Firma Malvern bestimmt. Sie liegt ftir gepragte La- 
tices dieser Zusammensetzung zwischen 180 und 195 
nm. 

Ausfiihrungsbeispiel 2 

20 - In 50 g Wasser werden 72 mg Natriumdodecylsulf at 
gelost. In einem zweiten Behaltnis mischt man 5,0 g 
Divinylbenzol mit 1,0 g Methacrylsaure und lost 
darin 120 mg des Initiators 2 , 2 1 -Azobis (2- 
methylbutyronitril) , 250 mg Hexadecan und 200 mg 

2 5 Templat. Die beiden Losungen werden vereinigt und 
eine Stunde lang auf hGchster Stufe des Magnetrtih- 
rers gerahrt. AnschlieJiend wird die Emulsion zwei 
Minuten bei 50% Amplitude in einer Sonifier- 
Vorrichtung beschallt. Die Emulsion wird hierbei in 

30 ein Eisbad gestellt. Anschlieflend erfolgt die ther- 
misch iniziierte Polymerisation bei 80°C tiber 16 h. 
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Gegen Ende der Reaktion wird die Olbadtemperatur 
fur eine Stunde auf 90°C erhoht, urn einen moglichst 
hohen Umsatz zu gewahrleisten . 

Die mittlere PartikelgroBe liegt bei 220 nm. 

5 

Ausftthrungsbei spiel 3 

600 mg Span 8 0® werden in 60 g Cyclohexan unter 
Riihren gelost. In 5 g Wasser lost man 250 mg N,N'- 
Methylenbisacrylamid und 65 mg Acrylamid sowie 35 

10 mg Mandelsaure und 7 mg Kaliumpefoxodisulf at . Beide 
Losungen werden vereinigt und 1 h auf hochster Stu- 
fe des Magnetrtihrers geriihrt. Anschlieftend wird die 
Probe 2 min bei 50% Amplitude in einer Sonifier- 
Vorrichtung gestellt, die mit einer Mikrosonotrode 

15 ausgestattet ist. Dann wird 5 h bei 70°C und eine 
weitere Stunde bei 80°C polymerisiert . 

Ausf uhrungsbei spiel 4 

In 45 g Cyclohexan werden 4 60 mg Span 80® gelost. 
In einem zweiten Behaltnis "werden 500 mg Diamin- 

20 weinsaurediallylamid, 125 mg Acrylamid, 72 mg Man- 
delsSure und 7 mg Kaliumperoxodisulf at in 3 g Was- 
ser gelost. Nach Vereinigung beider Losungen wird 
eine Stunde auf hochster Stufe des Magnetrtihrers 
geriihrt und daraufhin 2 Minuten bei 50% Amplitude 

25 in einer Sonif ier-Vorrichtung beschallt. Polymeri- 
siert wird far 16 h bei 70°C. 
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Ausftihrungsbeispiel 5 

Eine geeignete Filtrationsmembran wird als Trager 
gewahlt und vor der Beschichtung 15 Minuten in Was- 
ser gelegt. Die Beschichtung erfolgt in einer Ami- 
5 con-Filtrationszelle, in welche die Membran einge- 
spannt wird. Ein bestimmtes Voluinen einer Latex- 
Suspension mit einera definierten Gehalt an kolloi- 
dalem Latex wird in die Zelle eingefiillt und mit 
leichtem Oberdruck durchf iltriert . Ober die Kon- 
10 zentration der Suspension oder deren Volumen kann 
die gewttnschte Schichtdicke eingestellt werden. 

Die beschichteten Membranen werden zunachst bei 
40°C und 70% relativer Luf tf euchtigkeit drei Stun- 
den getrocknet und anschlieftend noch eine Stunde 

15 bei 120 °C. Figur 1 zeigt eine wie vorstehend be- 
schichtete Filtrationsmembran. Deutlich zu erkennen 
ist die partikulare Struktur des auf gebrachten 
Mikrogels, also der Oberfl^che der Kompositmembran. 
Die Aufnahme erstand mittels Atomarer Kraftmikro- 

20 skopie (Rasterkraf tmikroskopie, AFM) . 

Ausftihrungsbei spiel 6 

Mittels einer Miniemulsionspolymerisation wurden 
molekular gepragte Mikrospharen beziehungsweise Na- 
nopartikel und Mikrogele hergestellt. 

25 5, 4 g (27,25 mmol) Vernetzer (EGDMA; Sigma (vor 
Gebrauch mit 10 % NaOH gewaschen, iiber MgS0 4 ge- 
trocknet und destilliert) oder DVB, Divinylbenzol) , 
0,6 g (6,9 mmol) funktionales Monomer (Methacryl- 
sSure, MAA) , 250 mg Hexadecan als hydrophobes Agens 
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und 120 mg 2,2 ! -Azobis (2-Methylbutyronitril) wur- 
den gemischt. Die mittels Miniemulsionspolymerisa- 
tion hergestellten vernetzten Mikrogele wurden mit 
und ohne Templat hergestellt . Im Falle des moleku- 
laren Pragens wurde ein Enantiomeren-reines L- oder 
D-Boc-Phenylalaninanilid (L-oder D-BFA) (495 mg, 
1,4 mmol) zugegeben. 72 mg Natriumdodecylsulf at 
SDS, als oberf lachenaktives Agens, wurden in 50 g 
Wasser gelost. Die LSsungen wurden gemischt , eine 
Stunde kraftig geriihrt und anschlieliend 2 Minuten 
beschallt (Branson Digital Sonifier, Modell 450-D, 
60 % Leistung) . Die Polymerisation wurde thermisch 
bei 8 0°C fur 16 Stunden initiiert. Sich gegebenen- 
falls bildende Coagulate wurden durch Filtration 
entfernt. Die Mikrogele wurden anschlieftend mittels 
Diaf iltration (Amicon 8400 Ultraf iltrationszelle f 
Membran Polysulfon) gereinigt* Unter Verwendung un- 
terschiedlicher Vernetzermengen wurden unterschied- 
liche Verhaltnisse von Monomer zu Vernetzer einge- 
setzt . 

Das molare Verh^ltnis des funktionalen Monomers zu 
dem Vernetzer 11^^/ ncL betrug 1:2,2, 1:4 oder 0 im 
Falle von EG DMA und 1:3,3- oder 0 im Fall von DVB 
(DivinylbenzoJ.) als Vernetzer - 

Die Miniemulsionen wurden in Mikrogele mit einer 
Effizienz zwischen 90 und 95 % konvertiert. Die er- 
haltenen erf indungsgem&fien Mikrogele wurden mittels 
Dynamic Light Scattering (Dynamische Lichtstreu- 
ung) , gravimetrischer Analysen, Oberf lachenspan- 
nungs titration, Gasabsorptionsmessungen und Raster- 
elektronenmikroskopie charakterisiert . Figur 2 
zeigt ein wie vorstehend erhaltenes Mikrogel mit 



WO 02/02647 PCT/EP01/07525 

-35- 



seiner partikularen Struktur, wobei zu erkennen 
ist, class die Mikrogele Durchmesser von 50 - 250 mm 
aufweisen und die Verteilung der spharischen Parti- 
kel diskret ist. 

5 Die durchschnittlichen Partikeldurchmesser betrugen 
200 ± 25 nm (gemessen mit dynamischer Lichtstreu- 
ung, diese Meflmethode wurde ftir alle im folgenden 
aufgefiihrten Durchmessermessungen eingesetzt) . Der 
Durchmesser der molekular gepr&gten Mikrogele um- 

10 fassend MAA-co-EGDMA betrugen 217 nm, 204 nm, 220 
nm und 215 nm. Die entsprechenden nicht molekular 
gepragten Mikrogele zeigten eine grofiere Variation 
der Durchmesser mit 187 nm, 255 nm und 209 nm. Die 
DVB enthaltenen Mikrogele wiesen Durchmesser von 

15 222 nm, 188 nm und 222 nm auf . Die GrGBenvarianz a 2 
aller Mikrogele betrug a 2 = 0,12 bis 0,14. 

Die Oberf lachenspannung a wurde nach Reaktionsab- 
schluss an der Luf t-Wasser-Grenzf lache gemessen. 
Alle Miniemulsionen enthielten dieselbe Menge an 

20 SDS und die Oberf lachenspannung zeigt daher direkt 
die Menge freien SDS in Losung an. Je hoher die ge- 
messene Oberf lachenspannung a ist, ' desto geringer 
ist der Gehalt an SDS in Losung und umso mehr SDS 
muss von den gebildeten Mikrogelen adsorbiert wor- 

25 den sein. Die Oberf lachenspannung c wurde ftir das 
System MAA-co-EGDMA als konstant ermittelt, unab- 
hSngig von dem molaren Verh&ltnis oder der Abwesen- 
heit oder Anwesenheit des Templats mit o = 43,4 ± 
1,2 mN m" 1 . Das reine EGDMA-Mikrogelreaktions- 

30 gemisch zeigt eine betrSchtlich hohere Oberf lachen- 
spannung nach erfolgter Polymerisation mit a - 62,1 
mN m" 1 . Die Poly (MAA) -co- (DVB) Reaktionsgemische 
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zeigten eine Oberf lachenspannung a von 59,6 mN irf 1 
Oder 55,6 mN m 1 in der Gegenwart Oder Abwesenheit 
des Templats. Polymerisation reinen DVBs fuhrte zu 
einer Oberf lachenspannung von a = 64,4 mN nf 1 . Die- 
5 ser Wert bef indet sich in derselben GroBenordnung 
wie fur reine EGDMA-Mikrogele . Alle MAA enthalten- 
den Miniemulsionsreaktionsgemische zeigten eine er- 
heblich geringere Oberf lachenspannung als reine 
Vernetzungssysterae - 

10 • Die Topologie der Mikrogele im trockenen Zustand 
wurde mittels Stickstoff adsorptions- und gravimet- 
rischer Analysen bestimmt. Die gemessenen spezifi- 
schen Oberflachen a A der gereinigten und getrockne- 
ten Mikrogele variierten mit der chemischen Zusam- 

15 mensetzung der Mikrogele. Poly (MAA) -co- 

(EGDMA) Mikrogele, die in einem molaren Verhaltnis 
von 1:2 funktionales Monomer zu Vernetzer herge- 
stellt wurden, resultie'rten in einem a A = 57,1 m 2 
g*" 1 in Gegenwart des Templats und o A = 53,2 m 2 g" 1 in 

20 Abwesenheit eines Templats. Bei Anderung des mola- 
ren Verhaltnisses zu 1:4 veranderte sich die spezi- 
fische Oberf lache zu a A = 64,9 m 2 g" 1 . Auch bei den 
aus MAA- DVB hergestellten Partikeln war die spezi- 
fi^che Oberflache in Gegenwart eines Templats gro- 

25 Ber, und zwar betrug a A = 70,0 m 2 g"" 1 in Anwesenheit 
des Templats und a A = 61,3 m 2 g"" 1 ohne Templat. 

Ausfiihrungsbeispiel 7 

Templatbindung 



In Anwesenheit von Templat synthetisierte Mikrogele 
30 wurden vor den Bindeexperimenten extrahiert. Die 
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Extraktionsef f izienz kann durch Kalkulation wie 
folgt ermittelt werden: Aus der Zusammensetzung der 
Ausgangsmaterialien ist bekannt, dass in 400 mg 
Mikrogel maximal 83,9 ]2iaol BFA enthalten sein kon- 
5 nen, wobei mogliche Verluste des Templats wahrend 
der Herstellung und Reinigung der Mikrogele nicht 
berucksichtigt werden. Der erste Extraktionsschritt 
entfernte bereits 49,3 ]imol BFA aus dem Mikrogel, 
was 59 % entspricht. -Durch viermalige Wiederholung 
10 des Extraktionsschrittes konnten 64,5 jimol BFA ext- 
rahiert werden, was 77 % entspricht. Mit D-BFA an- 
stelle von L-BFA hergestellte Mikrogele erlauben 
eine Extraktion bis zu 72 %. 

Fiir die Bindeexperimente mit Templaten wurden 4 00 
15 mg gereinigten und getrockneten Mikrogels fUnf Mai 
in 20 ml THF (Tetrahydrof uran) eine Stunde suspen- 
diert, zentrif ugiert und der Oberstand entfernt. 
Die Templatkonzentration im ttberstand wurde mittels 
eines UV-Spectrometers (Spectramax Plus, Molecular 
20 Devices) gemessen. 50 mg extrahierten und getrock- 
neten Mikrogels wurden in 5, 10 oder 20 ml einer 
Templatldsung in Methanol/Wasser (50:50, v/v) sus- 
pendiert bei einer BFA-Konzentration von 1 mM. Nach 
20-stundiger Inkubation wurde die Suspension mit- 
25 tels Ultrazentrifugation (20.000 Upm, 35 Minuten) 
getrennt und die Menge an Templat im Oberstand mit- 
tels UV-Spektroskopie quantif iziert . 

Der Nachweis der spezifischen Riickbindung des BFA- 
Templats wurde titrimetrisch mittels UV- 
30 Spektroskopie durchgef uhrt . Dazu wurde ein mit L- 
BFA gepragtes Mikrogel aus Poly (MAA-co-EGDMA) mit 
einem Monomer/Vernetzer-Anteil von 1:4 vorgelegt 
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und (a) L-beziehungsweise (b) D-BFA zutitriert. Als 
Referenz diente das analoge nicht gepragte Mikrogel 
(c) . Figur 3 fasst die Titrationsexperimente zusam- 
men. In Figur 3 ist eine quantitativ deutlich star- 
5 kere Riickbindung fur das Pragemolekiil L-BFA im Ver- 
gleich zum D-Enantiomer zu sehen, was einer spezi- 
fischen Bindung entspricht. Die geringe Bindung von 
L-BFA im Fall des nicht gepragten Mikrogels (c) ist 
auf unspezifische Wechselwirkungen zurttckzufiihren. 

10 Die Beispiele zeigen, dass aus Poly (MAA) -co- 
(EGDMA) , Poly (EGDMA) , Poly (MAA) -co- (DVB) und Po- 
ly (DVB) Mikrogele mittels Miniemulsionspolymerisa- 
tion synthetisiert werden konnen und in vorziigli- 
cher Weise ein direktes nicht-kovalentes molekula- 

15 res PrSgen einer chiralgeschlitzten Aminosaure er- 
lauben. Die besten molekularen Wiedererkennungsei- 
genschaften wies Poly (MAA) -co- (EGDMA) auf, insbe- 
sondere in einem molaren Verhaltnis von 1:4 der Mo- 
nomere. Die voxliegende einschrittige Verfahrens- 

20 weise eroffnet daher neuartige Anwendungsmoglich- 
keiten molekularen Pragens. Die entwickelte Mini- 
emulsionspolymerisation zur Herstellung molekular 
gepragter Polymere weist sowohl hinsichtlich der 
Ausbeute von Nanopartikeln im Verhaltnis zu den 

25 Edukten als auch hinsichtlich der Rttckgewinnung von 
Templaten hohe Ef f izienz auf , ' wobei die hergestell- 
ten Nanospharen beziehungsweise Nanopartikel eine 
grofle spezifische Oberflache und kleine Gesamtgrofie 
aufweisen. Die erf indungsgemaften Nanopartikel k6n- 

30 nen zum Erkennen und Binden bestimmter Substanzen 
in verdiinnten Losungen eingesetzt werden, zum Bei- 
spiel fur das Abtrennen toxischer Agenzien. Kataly- 
tisch aktive Nanopartikel der Erfindung konnen in 
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Suspension eingesetzt werden und stellen so die 
MGglichkeit zur Verfugung, leicht zugangliche kata- 
lytische Stellen auf kolloidaler Oberflache bereit- 
zustellen. Erf indungsgemafle Mikrogele kSnnen zum 
5 Beschichten von Sensoroberf lachen oder Membranen 
eingesetzt werden. Die erf indungsgemaBen Mikrogele 
und Nanopartikel erweisen sich als besonders vor- 
teilhaft insofern, als dass sie in geometrisch 
nicht limitierter Weise aufgebracht werden konnen, 
10 zum Beispiel auf analytische oder medizinische Vor- 
richtungen in beliebiger Geometrie. 

Einen weiteren Beweis fur die spezifische Wiederer- 
kennung leistet die isotherme Titrationsmikrokalo- 
rimetrie (ITC) . Mit dieser kalorimetrischen Methode 

15 werden liber definierte portionsweise Zugaben Reak- 
tionspartner gemischt. Die dabei f reiwerdenden War- 
men werden auf gezeichnet . Mit dieser Art der Durch- 
fiihrung der Experimente ist die direkte Bestimmung 
von Reaktionsenthalpien m6glich. Die Reaktion- 

20 senthalpien geben Aufschluss iiber die Starke einer 
Reaktion. Titriert man D- (Figur 4d) oder L-BFA- 
haltige LGsungen (Figur 4c) mit einem nicht geprag- 
ten Mikrogel erhalt man Reaktionsenthalpien urn ± 
0 KJ/mol. Verwendet man im Gegensatz dazu ein L-BFA 

25 gepragtes Mikrogel und titiert damit L- 
beziehungsweise D-BFA, erhalt man exotherme Reakti- 
onsenthalpien. Bei dem Versuch mit L-BFA (Figur 4b) 
erhalt man im Vergleich zu dem Versuch mit D-BFA 
(Figur 4a) eine urn 57 % erhohte Reaktionsenthalpie . 

30 Die Ergebnisse und die Versuchsparameter sind in 
der Figur 4 beziehungsweise in der Tabelle zusam- 
mengef asst . 
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Tabelle 

Dargestellt sind die Versuchsbedingungen (Reakti- 
onspartner, Konzentrationsangaben) und die Ergeb- 
nisse (Reaktionsenthalpien) der mikrokalorimetri- 
5 schen Untersuchungen an gepragten und nicht geprag- 
ten Mikrogelen. 



Reaktionspartner 


Zugabe 
Mikrogel 
(mg) 


Konz . 
BFA 

pmol/1 


Reaktionsenthalpie 

AH R 
(KJ/mol) 


L-BFA gepragtes 

Mikrogel /L-BFA 
(b) 


20,5 


770 


-21,1 ± 0,7 


L-BFA gepragtes 

Mikrogel/D-BFA 
(a) 


20,5 


767 


-12,1 ± 0,5 


nicht gepragtes 

Mikrogel /L-BFA 
(c) 


20,5 


770 


« 0 


nicht gepragtes 

Mikrogel/D-BFA 
(d) 


20,5 


7 67 


« 0 
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Die Figur 4 zeigt die integrierte und normalisier- 
ten Isothermen der Titration von L-BFA geprSgtem 
Mikrogel auf D-BFA (a) und L-BFA (b) , sowie der 
Tittration von nicht gepr&gtem Mikrogel auf L-BFA 
5 (c) beziehungsweise D-BFA (d) . 

Figur 5 zeigt die 1 H-NMR-Spektren a) des reinen L- 
BFA, b) des L-BFA gepragten Mikrogels und c) des 
Mikrogels nach Extraktion des L-Templats . Sowohl 
die Bindung des Templats im gepragten Mikrogel als 
10 auch die Extraktion sind anhand der Intensitat der 
NMR-Signale des L-BFA qualitativ eindeutig nach- 
weisbar . 

Ausftihrungsbeispiel 8 

Herstellung von surfmerstabilisierten Latexparti- 
15 keln 

50 mg des polymerisierbaren Emulgators p-(ll- 
Acrylamido) -undecenoyloxyphenyl-dimethylsulf onium 
methylsulfat werden in 30 mL Wasser unter Ruhren 
gelost. Durch diese Losung wird eine Stunde lang 

20 Argon geleitet. Daraufhin erfolgt unter RUhren die 
Zugabe von 1,8 inL Methylmethacrylat (MMA) . Die ent- 
standene Emulsion wird auf 60 °C erwarmt. Durch Zu- 
gabe von 10 mg 2 / 2'-Azobis {2-Amidinopropan) di- 
hydrochlorid wird die Copolymerisation von dem auch 

25 als Emulgator wirkenden p- (11-Acrylamido) -un- 
decenoyloxyphenyl-dimethylsulf oniummethylsulf at und 
MMA gestartet. Nach 5 h wurde die Reaktion beendet, 
die Latexlosung abgektihlt und die Teilchengrofie 
mittels Dynamischer Lichtstreuung bestimmt. Der 

30 Mittelwert der GroJienverteilung (bezogen auf die 
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Intensitatsverteilung) befindet sich zwischen 140 
und 150 run. 

Das so erhaltene Polymer wird anschlieflend mit mo- 
lekiilspezif ischen Erkennungsstellen versehen, zum 
5 Beispiel Streptavidin-Gruppen . 

Zur Abtrennung von uberschiissigen Monomeren und I- 
nitiatorresten wurde die Latexlosung dreimal 
zentrif ugiert, der Oberstand verworfen und die ab- 
zentrifugierten Polymerpartikel in Wasser redisper- 
10 giert. 

20 uL der gereinigten Latexlosung wurden in 1 mL 
Phosphatpuf f er (pH 7,8) aufgenoramen und mit 10 uL 
Streptavidinlosung (c Sav = 13,4 nmol/mL) versetzt. 
Die so hergestellte Reaktionslosung wurde 2 h bei 

15 Raumtemperatur geschtittelt und anschliefiend zentri- 
f ugiert. Zur Abtrennung von nicht immobilisiertern. 
Streptavidin wurde die Latexlosung dreimal zentri- 
f ugiert, der Oberstand verworfen und die abzentri- 
fugierten Polymerpartikel in Wasser redispergiert . 

20 1 uL der hergestellten Suspension wurde zusammen 
mit Sinapinsaurelosung auf einen MALDI-TOF-MS- 
Probentrager (Matrix Assisted Laserdesorption Ioni- 
sation-Time of Flight-Mass Spectrometry) gebracht 
und analysiert. Im Massenspektrum der Probe (Figur 

25 6) ist bei einem m/z Verhaltnis von 12979 
Da/Elementarladung ein Signal vorhanden, welches 
dem Streptavidin [M+l] + -Signal zugeordnet werden 
kann (648 9 Da = [M+l] 2+ ) . 

Auf den Partikeln ist demnach Streptavidin durch 
30 das polymerisierbare Aktivester-Tensid gebunden. 
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Anspriiche 



5 1. Molekiilspezif ische Erkennungsstellen aufweisende 
Nanopartikel mit einem Durchmesser von 5 bis 1000 
run, erhaltlich durch Herstellen einer Emulsion, um- 
fassend zwei nicht miteinander mischbare Phasen, 
wobei die Emulsion 

10 a) mindestens ein Monomer, 

b) mindestens ein Molekiilspezif itat verleihendes 
Agens, 

c) gegebenenf alls mindestens einen Initiator, 

d) gegebenenf alls mindestens einen Vernetzer und 
15 e) mindestens einen Emulgator enthalt 

und Durchfiihren einer Emulsionspolymerisation. 

2. Nanopartikel nach Anspruch 1, erhaltlich durch 

a) Herstellen eines Monomer-haltigen Gemisches aus 
mindestens einem Monomer, mindestens einem Mole- 

20 ktilspezif itat verleihenden Agens, gegebenenf alls 

einem Initiator sowie gegebenenf alls einem Ver- 
netzer, 

b) Herstellen einer Emulgator-haltigen L6sung und 

c) Durchfiihren einer Emulsionspolymerisation durch 
25 Vereinigen der Emulgator-haltigen Losung mit dem 

Monomer-haltigen Gemisch . 
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3. Nanopartikel nach Anspruch 1 Oder 2, wobei die 
Emulsionspolymerisation durch thermisches oder pho- 
tochemisches Starten eingeleitet wird. 

4 . Nanopartikel nach einem der vorhergehenden An- 
5 spriiche, wobei der Emulsion vor Beginn der Polyme- 
risation ein stabilisierends Mittel hinzugegeben 
wird. 

5. Nanopartikel nach einem der Anspriiche 1 bis 4, 
wobei das Molekiilspezif itat verleihende Agens ein 

10 Templat ist. 

6. Nanopartikel nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei das mindestens eine Monomer mindes- 
tens eine funktionelle Gruppe aufweist, die zur In- 
teraktion mit einem Templat befahigt. 

15 7. Nanopartikel nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei das Templat nach dem Emulsionspoly- 
merisationsvorgang aus den gebildeten Nanopartikeln 
herausgelost wird. 

8. Nanopartikel nach einem der vorherigen Ansprii- 
20 che, wobei das Templat eine AminosSure, AminosSure- 
dexivat, Peptid, Protein, Antikdrper, Glycoprotein, 
Cofaktor, Vitamin, Biotin, Enzym, Nucleinsaure, 
Bakterium, Virus, Viroid, Prion, Zellorganell- oder 
Bestandteil, Proteoglycan, Lipid, Lektin, Kohlen- 
25 hydrat, Monosaccharid, Oligosaccharid, Polysaccha- 
rid, Glycosaccharid oder heterozyklische Verbindung 
ist. 
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9. Nanopartikel nach Anspruch 1, 2, 3 oder 4, wobei 
das die Molekiilspezif itat verleihende Agens ein 
oberf lachenaktives polymerisierbares Monomer ist. 

10. Nanopartikel nach Anspruch 9, wobei das ober- 
5 f lachenaktive polymerisierbare Monomer amphiphil 

ist . 

11. Nanopartikel nach Anspruch 10 oder 11, wobei 
das oberf lachenaktive polymerisierbare Monomer mo- 
lekulspezif ische Erkennungsstellen tragt . 

10 12. Nanopartikel' nach einem der Anspriiche 9 bis 11, 
wobei das oberf lachenaktive polymerisierbare Mono- 
mer mittels mindestens einer chemischen Reaktion 
mit molekiilspezif ischen Erkennungsstellen versehen 
wird. 

15 13. Nanopartikel nach einem der Anspriiche 9 bis 12, 
wobei das oberf lachenaktive polymerisierbare Mono- 
mer ein Vinyl-Monomer, zum Beispiel ein Methacryl-, 
Acryl-, Acrylamid-, Styrol-, Styrolsulf on-Monomer , 
mit hydrophoben Segmenten, umfassend zum Beispiel 

20 Methylen, Ethylenoxid oder Butylenoxid, und 
hydrophilen reaktiven Endgruppen, zum Beispiel ei- 
ner Ether-,' Ester-, Sulf onium-aktivierten Ester-, 
Sulfat-, Pyridinium-, Halogenalkylammonium- oder 
Succinimidester-Gruppe, ist, zum Beispiel ein Vi- 

25 nylalkyloyloxyphenyldimethylsulf oniumsalz, Alkylpy- 
ridiniumbromidmaleinsaurediester, Bromalkylammoni- 
ummethacrylat oder Natriummethacryloylsulf at . 

14. Nanopartikel nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei das mindestens eine Monomer ein 
30 hydrophiles Monomer ist. 
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15. Nanopartikel nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei das mindestens eine Monomer ein hyd- 
rophobes Monomer ist. 

16. Nanopartikel nach einem der vorhergehenden An- 
5 spriiche, wobei das die Molekulspezif itat verleihen- 

de Agens, insbesondere das Templat oder/und das o- 
berf lachenaktive polymerisierbare Monomer wasser- 
16slich oder wasserunloslich ist. 

17. Nanopartikel nach einem der vorhergehenden An- 
10 spriiche, wobei der Vernetzer ein hydrophober oder 

hydrophiler Vernetzer ist. 

18. Nanopartikel nach Anspruch 17, wobei der Ver- 
netzer ein Acrylatderivat , zum Beispiel Ethylengly- 
coldimethacrylat (EG DMA) , N, N 1 -Methylenbisacry- 

15 lamid, Trimethylolpropantrimethacrylat oder Bisphe- 
nol A®, oder ein Styrolderivat , zum Beispiel Divi- 
nylbenzol oder Diallylweinsaurediamid ist. 

19. Nanopartikel nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, wobei der Initiator ein Azoderivat, zum 

20 Beispiel a, a T -Azoisobutyronitril, 2,2' -Azobis (2- 
methylbutyronitril oder 1, 1 1 -Azodi (hexahydrobenzo- 
nitril, oder ein Peroxid, zum Beispiel Kaliumpero- 
xodisulfat oder Bis (a-cc-dimeth"ylbenzyl) peroxid ist. 

20. Nanopartikel nach einem der vorhergehenden An- 
25 spriiche, wobei der Emulgator ein ionischer Emulga- 

tor, zum Beispiel Natriumdodecylsulf at oder Hexade- 
cylsulf onsaure, ein kationischer Emulgator, zum 
Beispiel Hexadecyltrimethylammoniumbromid oder Do- 
decylpyridiniumchlorid oder ein nichtionischer E- 
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mulgator, zum Beispiel Brij 72®, Span 20® oder 
Tween 80®, ist. 

21. Nanopartikel nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, wobei die Nanopartikel in Form von kolloi- 

5 dalen Polymeren, also Latices, insbesondere ver- 
netzten Latices, also Microgelen, oder getragert 
vorliegen . 

22. Verfahren zur Herstellung molekiilspezif ische 
Erkennungsstellen auf wei sender Nanopartikel, insbe- 

10 sondere nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
wobei eine zwei nicht miteinander mischbare Phasen 
umfassende Emulsion hergestel'lt wird, enthaltend 

a) mindestens ein Monomer, 

b) mindestens ein Molekiilspezif itat verleihendes 
15 Agens, 

c) gegebenenf alls mindestens einen Initiator, 

d) gegebenenf alls mindestens einen Vernetzer und 

e) mindestens einen Emulgator 

und anschliefiend eine Emulsionspolymerisation 
20 durchgef iihrt wird. 

23. Verfahren zur Herstellung molekiilspezif ische 
Erkennungsstellen aufweisender Nanopartikel nach 
Anspruch 22, wobei ein Monomer-haltiges Gemisch aus 
mindestens einem Monomer, mindestens einem Mole- 

25 kiilspezif itat verleihenden Agens, gegebenenf alls 
mindestens einem Initiator und gegebenenf alls min- 
destens einem Vernetzer sowie eine Emulgator- 
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haltige Losung hergestellt werden, wobei das Mono- 
mer-haltige Gemisch und/oder die Emulgator-haltige 
Losung mit einem stabilisierenden Mittel versetzt 
und wobei eine Emulsionspolymerisation durch Verei- 
nigen der Emulgator-haltigen Losung mit dem Mono- 
mer-haltigen Gemisch durchgefiihrt wird. 

24. Verfahren nach Anspruch 22 Oder 23, wobei die 
Emulsionspolymerisation eine hydrophile-Phase-in- 
hydrophobe-Phase-Emulsionspolymerisation, wie Was- 
ser-in-Ol- oder hydrophobe-Phase-in-hydrophile- 
Phase-Emulsionspolymerisation, wie eine 01-in- 
Wasser-Emulsionspolymerisation ist . 

25. Verfahren nach einem der Anspruche 22, 23 oder 
24 f wobei die Emulsionspolymerisation eine Mikro- 
oder Miniemulsionspolymerisation ist. 

26. Verfahren nach einem der Anspruche 22 bis 25, 
wobei das Molekulspezif itat verleihende Agens ein 
Templat ist und dieses nach der Emulsionspolymeri- 
sation aus den gebildeten Nanopartikeln herausge- 
I6st wird. 

27. Verfahren nach einem der Anspruche 22 bis 25, 
wobei das Molekulspezif itat verleihende 'Agens ein 
oberflachenaktives polymerisierbares Monomer, ins- 
besondere ein amphiphiles Monomer ist . 

28. Verfahren nach einem der Anspruche 22 bis 27, 
wobei die Emulsionspolymerisation thermisch oder 
photochemisch gestartet wird. 

29. Verfahren nach einem der Anspruche 22 bis 28, 
wobei das stabilisierende Mittel Hexadecan ist. 
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30. Partikular aufgebauter Film oder partikular 
aufgebaute Membran, hergestellt durch Abscheiden 
von Nanopartikeln nach einem der Anspriiche 1 bis 2 0 
aus Latices, insbesondere Mikrogelen genial Anspruch 

5 21. 

31. Film Oder Membran nach Anspruch 30, wobei die- 
ser eine Dicke von 10 run bis 1000 pm, insbesondere 
10 nm bis 500 um aufweist. 

32. Film Oder Membran nach Anspruch 30 oder 31, der 
10 auf einem Substrat getragert ist . 

33. Film oder Membran nach einem der Ansprtiche 30 
bis 32 f wobei der Trager vor der Beschichtung mit 
dem Film oder der Membran vorbehandelt wurde . 

34. Film oder Membran nach einem der Ansprtiche 30 
15 bis 33, wobei das Substrat eine Sensoroberf lache, 

ein Stent, eine Filtermembran, ein Hohlf asermodul, 
ein Metall, ein Halbirtetall wie Silizium, ein Me- 
talloxid, Glas, Papier, ein Kunststoff wie Poly- 
ester, Polyarylsulf on, Polyethersulf on, Polyphenyl- 

20 sulfon, Polyvinylsulf on, Polystyrol, Polycarbonat , 
Polyethylen, Polypropylen, Polyacetylen, Polyvinyl- 
piridin und Derivate, Polyvinylidenf luorid, Polyvi- 
nylchlorid, Polyvinylpyrolidon, Polytetraf luorethy- 
len und Derivate, Nylon, Polyphenyloxid, verfloch- 

25 tene oder verfilzte Fasern, mikroporose Keramiken, 
Graphit, rostfreier Stahl, eine Membran, ein Fil- 
ter, eine Folie oder ahnliches ist. 



35. Film oder Membran nach einem der Ansprtiche 30 
bis 34, wobei der Film oder die Membran mechanisch 



WO 02/02647 



PCT/EP01/07525 



-50- 



stabil und/oder permeabel und/oder regenerierbar 
sind. 

36. Verfahren zur Herstellung eines Films oder ei- 
ner Membran nach einem der Anspriiche 30 bis 34 , wo- 
5 bei mindestens ein Latex nach Anspruch 21 mindes- 
tens einer Filtration sowie einer Trocknung ausge- 
setzt und ein partikularer ein- oder mehrschichti- 
ger Film oder Membran erhalten wird. 
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